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Bevezetés

A fert6z6 betegségek megeldzésének leghatékonyabb modja a vakcinacio. A jelenleg
forgalomban 1évé vakcindk biztonsagosak ¢€s hatdsosak, azonban sem a
biztonsagossaguk sem a hatasossaguk nem tokéletes.

A védboltasok hatasat befolyasold tényezok koziil megvizsgaltuk a kiilonbozo
vakcindcids utak immunvalaszt befolydsold hatasat. A parenteralis vakcindcids utak
kozil leggyakrabban a szubkutan (s.C.) és intramuszkularis (i.m.) modot alkalmazzak.
Azonban szamos vizsgalatban az intradermalis (i.d.) alkalmazasi mod hatékonyabbnak
bizonyult, illetve alacsonyabb antigén dozis mellett is azonos erdsségli immunvalaszt
valtott ki, mint az i.m. vagy s.c. oltds. Vizsgalatainkhoz az ¢él6 attenualt virust
tartalmaz6 varicella zoster virus vakcinat (VZV vakcina, Varilrix, GlaxoSmithKline
PLC, UK) valasztottuk. A varicella zoster virusra jellemz6 az elsddleges fertézést
kovetden az érzéd idegsejtek hatso gyoki ganglionjaiban kialakulo latencia. Ekkor a
virus a fert6zott sejtben jelen van, de nem replikélodik. A latens virus reaktivalodhat,
melynek kovetkeztében beindul a replikacios ciklus és Kialakul a zoster megbetegedés.
In vitro a virus replikacidja soran kevés infektiv partikula keletkezik. Ennek oka, hogy
az o6sszeépiilt virus burok manndz-6-foszfat csoportokat is tartalmaz, mely mannoz-6-
foszfat receptor tartalmi membrannal rendelkezd, kés61 endoszémahoz kéti a virust. Az
endoszdmaban létrejott savas kozegben a virusok nagy része degradalodik, infektivitasat
elveszti. Ez az oka annak, hogy a virus szaporitasihoz hasznalt sejttenyészet
feliiliszojaban a defektiv virus: infektiv virus arany 10%:1. A herpes zoster
megel6zésére a zoster vakcinat elészor 2006-ban az USA-ban engedélyezték a 60 évnél
1id6sebbek oltasara. Ez a vakcina szintén élo attenualt vOKA torzset tartalmaz, de a
varicella vakcinahoz képest 14-szeres dozisban. Immunkomprimalt személyeknél az é16
virus tartalmu vakcinak kockazatot jelenthetnek.

A védooltasok hatdsat befolyasold tovabbi tényezd a vakcina antigenitdsa és a
természetes fert6zésben jatszott patogenetikai szerepe. Virusfert6zések elleni
védelemhez elegendd lehet annak a membranantigénnek a szervezetbe juttatasa,
amelyikkel a virus a célsejtjeihez kotodik, példaul influenzavirus hemagglutinin (HA)
fehérje az alegység vakcinaban. Ez a megallapitas azonban csak HA-homolo6g influenza
torzzsel tortént Gjrafertézés esetén igaz. Nem pontosan ismert, hogy van-e védelem, az

milyen foki és milyen mechanizmus szerint torténik HA szempontjabol heterolog



virustorzzsel tortént fert6z0dés esetén. A szezondlis, trivalens, inaktivalt, teljes
virionokat tartalmazd, aluminium-foszfattal adjuvalt influenza vakcinaval (Fluval AB,
Omninvest Kft., Magyarorszag) végzett kisérleteink a HA, neuraminidaz (NA) és
neutralizaldo (VN) epitopok szempontjabol heteroldog virustorzzsel szembeni védelem
lehetdségeit vizsgalja. Az influenza megbetegedés elleni védelemben elsddleges
szerepiik van a HA- és NA- fehérjék miikodését gatldo hemagglutinacié gatlo (HAG) és
neuraminidaz gatldé (NAG) ellenanyagoknak, azonban ez a két fehérje tartalmazza a
virus legvaltozékonyabb részeit. A valtozas kovetkezménye lehet, hogy az eredeti
antigén variaci6 ellen termel6dott HA- és NA- elleni ellenanyagok mar nem ismerik fel
a virust, igy nem tudjadk megakadalyozni a betegség kialakuldsat. A HA- ¢és NA-
fehérjék konzervativ régiokat is tartalmaznak, de a valtozékony fehérje szakaszok
jelenlétében ezek szerepe sokkal kisebb a védelemben. Ugyanigy a virus konzervativ,
belso fehérjéivel szemben termel6do ellenanyagok is hattérbe szorulnak a HAG és NAG
mellett. A konzervativ fehérjékkel szembeni ellenanyagok azonban képesek
keresztreakciora ¢és igy Kkeresztvédelmet biztosithatnak a ki{ilonb6z6 influenza

szubtipusok ko6zott is, melyekre a HAG- és NAG- ellenanyagok nem alkalmasak.

Célkitiizések

Kutatomunkank célja az volt, hogy a VZV- ¢és influenzavirus-vakcindk hatasossaganak
¢és biztonsdgossaganak novelésére javaslatokat tegylink. Munkank sordn az alabbi
hipotéziseket kivantuk megvizsgalni:

1. Az immunvélasz hatékonysdga inaktivalt VZV-vakcina estében novelhetd
intradermalis oltasi mod alkalmazasaval.

2. Az influenza megbetegedés elleni humoralis védelem elérheté az elsddleges
fontossagunak tartott virus epitopok elleni antitestek (HAG, NAG, VN)
hianyaban is.

3. Fluval AB-vakcinaciot kovetben cellularis immunvalasz is kialakul, a humoralis

immunvalasz mellett.

Modszerek
1. VZV-vakcinacio immunologiai hatasa intradermalis alkalmazas esetén

1.1. Kisérleti allatok



Kisérleteink soran dsszesen 60 db, 6-8 hetes néstény Hartley tengerimalacot (LAB-ALL
Bt., Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk. A kisérleteket az allatvédelmi torvények
betartasaval és az etikai bizottsagi engedélyek birtokaban végeztiik.

1.2. Vakcinak és alkalmazasi modjaik

Az allatok immunizalasdhoz MRC-5 human diploid sejtvonalon (MRC-5) szaporitott
Varilrix VZV-vakcinat (GlaxoSmithKline, Rixensart, Belgium) hasznaltuk. Az
immunizacié soran 1/5 (399-PFU) vagy teljes (1995-PFU) human doézist hasznaltunk
¢l6 vagy hdvel inaktivalt formaban, melyet 1.d.- vagy S.c.-uton alkalmaztunk. A s.c.-
oltashoz megfeleld oltotiit, mig az i.d.-oltdshoz tlimentes belovo késziiléket hasznaltunk,
melyet Dr. Jankovics Istvan fejlesztett ki (OEK, Virologiai Fdosztaly, Nemzeti
Influenza Referencia Laboratérium).

1.3. Az intradermalis oltashoz hasznalt késziilék megfeleld mitkodésének ellenérzése

13 db tengerimalacot oltottunk 0,1 ml (399-PFU) €16 és 11 db allatot ugyan olyan
mennyiségli hovel inaktivalt vakcinaval. Az oltast koveto 0., 2., 4., 7. és 14. napon az
oltas helyén borbiopszia mintdkat vettiink, idépontonként és csoportonként 2-3 allattol.
1.3.1. DNS-izolalas

A borbiopszia mintakat dorzsmozsarban folyékony nitrogén ¢és pisztillus hasznalataval
homogenizaltuk, majd RLT-Plus puffer (Allprep DNA/RNA kit; Qiagen) és vortex
hasznalatat kovetden, centrifugaltuk. A DNS izolalas a feliiluszobol Allprep DNA/RNA
kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) hasznalataval tortént.

1.3.2. VZV-DNS detektalasa qPCR-modszerrel

A gPCR-reakcio kivitelezéséhez a VZV-DNS ORF 29-es, valamint az RNazP
referenciagén egy szakaszat kodold nukleotid szekvencidkat és a LightCycler 480
Probes Master kitet (Roche, Mannheim, Germany) hasznaltuk. Az adatok elemzését a
LightCycler 480 II rendszerrel végeztettiik. Az eredmények szamolasanal a komparativ
Ct moddszert alkalmaztuk. A VZV-DNS tartalom emelkedését az adott idopontban vett
mintakban a 0. idéponthoz képest adtuk meg.

1.4. Immunvaélasz mérése kiilonb6zé VZV-vakcinak alkalmazasat kvetden
Csoportonként 4-6 allatot immunizaltunk az ¢l gyengitett vagy inaktivalt formaju
oltéanyag 399- vagy 1995-PFU-do6zisaval i.d.- vagy s.c.-mddon. Oltatlan allatokat
hasznaltunk kontrollként. Négy héttel a vakcinaciot kovetden az allatokat altatdssal

eutanaziaban részesesitettiik, majd vér és 1ép mintakat vettiink, kivéve 6 allatot, melyek



az inaktivalt vakcina 399-PFU dozisat kaptak i.d.-modon, majd 23 héttel késobb
ismételt oltast.

1.4.1. VZV-antigén eloallitasa és 1épsejtek stimulalasa

A lépsejtek stimuldlasdhoz hasznalt antigén eldallitasahoz tengerimalac embrid
fibroblaszt sejtjeit az €16 gyengitett virus tartalmi vakcindval fertoztiik. A fert6zést
kovetd 5. napon a szovetet lekapartuk, jeges vizben tortént hiités kdzben, ultrahang
segitségével feltartuk, majd a centrifugalast kovetden keletkezett feliiluszoval 24 6ran
keresztiil stimulaltuk a 1épsejteket.

1.4.2. RNS-izolélas és reverz-transzkripcio

A stimulalt 1épsejtekbdl a total RNS-t RNeasy Plus kit, valamint az RNase-Free DNase
kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) segitségével tisztitottuk, majd mRNS-bdl cDNS-t
a Transcriptor First Strand cDNA synthesis kitet (Roche, Mannheim, Germany)
hasznalva szintetizaltunk.

1.4.3. IFN-y-, granzyme B- és perforin-mRNS kifejez6dés mérése qRT-PCR-modszerrel
A PCR soran az IFN-y, granzyme B, perforin, valamint referenciaként az RNazP cDNS-
ek egy szakaszat kodold nukleotid szekvenciakat és a LightCycler 480 Probes Master
kitet (Roche, Mannheim, Germany), tovabba a LightCycler 480 Il késziiléket
hasznaltuk. Az adott target (IFN-y, granzyme B, perforin) mRNS kifejez6désének
emelkedését az immunizalt allatbol szarmaz6 mintdkban az immunizalatlan allatbol
szarmazo6 mintahoz képest adtuk meg.

1.4.4. IFN-y-fehérje koncentracid mérése stimulalt 1épsejtek feliiluszojaban ELISA-
modszerrel, korrelacio az IFN-y-mRNS kifejezddés €és az IFN-y-fehérje szint kozott

A stimulalt 1épsejtek felilluszojaban az IFN-y-fehérje szintet ELISA kit (Guinea
Interferon y ELISA kit; BlueGene Biotech, Shanghai, China) hasznalataval mértiik.
Pearson modszerrel meghataroztuk a korrelaciot a reaktivnak tekintett mintakban
kifejez6dott IFN-y-mRNS és a 1épsejtek feliiliszojaban mérheté IFN-y-fehérje szint
kozott.

1.4.5. VZV-specifikus ellenanyagok mérése az immunizalt allatok savdjdban, VZV-
glikoprotein-specifikus ELISA- és virusneutralizacidés-modszerrel

Csoportonként 4-6 allat kiilonbozé higitast savojaban hatdroztuk meg a VZV
glikoprotein-specifikus 1gG-ellenanyag szintet. A vizsgalathoz nagy tisztasagh VZV-
glikoproteinekkel fedett ELISA-lemezt (EUROIMMUN anti-VZV glycoprotein ELISA



kit; EUROIMMUN Ag, Liibeck, Germany), horseradish peroxidazzal konjugalt-anti
tengerimalac  IgG-ellenanyagot  (DakoCytomation,  Glostrup, = Denmark) és
tetrametilbenzidin-H,0,-szubsztratot hasznaltunk.

A neutralizal6 ellenanyagszint meghatarozasa plakk-redukcids neutralizacids probaval
tortént. A vizsgalat megkezdése el6tt a tengerimalac savokat MRC-5-sejtekkel
kimeritettiik, az MRC-5-sejtek elleni ellenanyagok mérésének elkeriilése érdekében. A
kimeritett tengerimalac savokbol higitasi sort készitettiink, majd komplement
jelenlétében azonos térfogata, 45-50 PFU infektiv virust tartalmazdé VZV-vakcina
higitassal 0sszekevertiik és 37°C-on 1 o6ran at inkubaltuk. Az inkubéciot kdvetden az
ellenanyag-virus keveréket MRC-5-sejt monolayer-t tartalmazo 8-lyukt szovettenyészto
lemezekre (Asahi Glass Co. Ltd., Tokyo, Japan) pipettaztuk. Az 5. napon IF-
modszerrel, VZV-nukleokapszid specifikus egér monoklonalis- (Anti-VZV / Varicella
Zoster Virus Antibody LS-C76850, Lifespan Biosciences, USA), valamint FITC-jelzett
anti-egér ellenanyag (Bartels VRK Anti-Mouse IgG F(ab')2 FITC Conjugate B1029-
86B, Trinity Biotech, USA) hasznélatdval megszamoltuk a képzddott plakkokat.
Ellenanyag titerként a savonak azt a legnagyobb reciprok higitasi értékét tekintettiik,
amely a plakkok szamat 50%-kal csokkentette.

1.5. Statisztikai elemzések

Minden statisztikai szamitast a Microsoft Excel 2007 rendszerrel végeztiink. Az
eredmények kozotti eltérések, szignifikanciak szamolasahoz Mann-Whitney tesztet, a
korrelacios koefficiens meghatarozasahoz Pearson tesztet hasznaltunk.

2. Influenza vakcinacio védé hatasa hemagglutinin és neuraminidaz szempontjabél
heterolég virustorzzsel végzett fert6zéssel szemben; cellularis és humoralis
immunvalaszok

2.1. Kisérleti allatok

Nostény 6-8 hetes nem beltenyésztett NMRI (Orszagos Epidemiologiai Kozpont,
Budapest) és beltenyésztett Balb/c (Charles River Research Models and Services,
Germany GmbH) egereket hasznaltunk a kisérletekhez.

2.2. Alkalmazott vakcinak és virusok

Az immunizicidbhoz a Fluval AB- (2014/2015) vakcina (Omninvest Kift.,
Magyarorszag) harom virustérzsének a HIN1 A/California/07/2009 szeri NYMC X-
179A reasszortans torzs (min. 15 pg HA); H3N2 A/Texas/50/2012 szeriit NYMC X-



223A reasszortans torzs (min. 15 pg HA); B/Massachusetts/2/2012 vad tipusu torzs
(min. 15 pg HA) formalinnal inaktivalt formajat (TIV), adjuvansként pedig aluminium-
foszfatot (Al) hasznaltunk (National Institute of Pharmacy and Nutrition, Hungary,
2015). Az egerek immunizalasahoz az aluminium-foszfattal adjuvalt trivalens inaktivalt
vakcina (TIV+AI vagy Fluval AB) mellett kontrollként az adjuvans nélkiili TIV-et
(TIV), aluminium-foszfatot és Freund adjuvanst tartalmazo TIV-et (TIV+AI+F),
formalinnal inaktivalt egérhez adaptalt PR8 torzset (PRS), inaktivalt és aluminium-
foszfattal adjuvalt PR8 torzset (PR8+Al), valamint PBS-t tartalmaz6 vakcindkat
alkalmaztunk.
A challenge fert6zésnél alkalmazott é16 HIN1 A/Puerto Rico/8/34 virust és a 1épsejtek
stimulalasdhoz hasznalt ¢16 HIN1 A/California/07/2009 szeri NYMC X-179A
reasszortans torzset, az influenzavirustorzskollekciobdl a Nemzeti Influenza kdzpont
Referencia laborja (Orszagos Epidemioldgiai Kézpont, Budapest) biztositotta.
2.3. Aktiv immunizaci6 és fertdzés
2.3.1. NMRI egerek immunizéaldsa, immunsavé nyerése passziv immunizalas céljabol,
challenge fertézés
Szaznyolc NMRI egeret 6 csoportban (18 egér/csoport) i.m.-an oltottunk harom
alkalommal, az oltdsok kozott 3 hetes sziinettel. A vakcindk Osszetétele alapjan a
kovetkezd csoportokat allitottunk dssze:

1. TIV; 45 pg HA (virustorzsenként 15 pg) tartalmu vakcina

2. TIV+AI; aluminium-foszfattal adjuvalt TIV-vakcina mely megfelel a Fluval

AB-vakcinanak

3. TIV+AI+F; Freund adjuvansal kombinalt TTV+Al-vakcina

4. PR&; inaktivalt PR8 virus vakcina, 15 pug HA tartalommal

5. PR8+Al; aluminium-foszfattal adjuvalt PR8-vakcina

6. PBS
Az utolso oltas utan 2 héttel, csoportonként 5 egértdl altatast kovetden szivpunkcidval
vért vettlink. A savokban meghataroztuk az egyedi egerek HAG-titerét a vakcinaban
talalhatd 3 virustorzs ellen, majd a savok csoportonkénti Osszemérését kovetden a
savOokeverékek HAG-, NAG- és VN-titereit a reasszortans A/California illetve a PR8
virustorzs ellen. A csoportonként megmaradt 13 egeret elaltattuk, majd intranazalisan

fertdztiik ¢l6 PR8-virussal. A fertdzést kovetd 6. napon csoportonként 3 egeret



elaltattunk ¢és a tiidejiikben meghataroztuk a virusmennyiséget. A csoportonként
megmaradt 10 allatnal naponta stlyt mértiink, klinikai allapotukat pontszamokkal
értékeltik.

2.3.2. NMRI egerek immunizalasa, cellularis immunvalasz

10 NMRI egeret haromszor oltottunk TIV+Al-vakcinaval a 0., 4. és 8. héten. Pozitiv
kontroll nyerése céljabol tovabbi 10 egeret a 0. és 4. héten TIV+Al-vakcinaval, majd a
8. héten TIV+AI+F-tartalmu vakcinaval immunizaltuk. Negativ kontrollként 6 egeret
PBS-el oltottunk. A 9. héten az allatokat elaltattuk, a 1épiiket feldolgoztuk és aramlasi
citometriaval vizsgaltuk.

2.3.3. Balb/c egerek immunizéldsa, immunsavo nyerése passziv immunizacid céljabol,
cellularis immunvélasz

Balb/c egerek 3 csoportjat az elébb felsorolt TIV+AIL-, TIV+AI+F- és PBS-tartalmt
vakcindkkal oltottuk 3 alkalommal, 3 hetes idokdzokkel. A 3. oltast kovetd 14. napon az
egereket elvéreztettiik, csoportonként savokeveréket készitettiink, majd a keverékek
HAG-, NAG- ¢és VN- titerét meghatdroztuk ¢és passziv immunizdldsi kisérletekhez
hasznaltuk. Az egerek 1épét az IFN-y- és granzyme-B-mRNS kifejezddés méréséhez
hasznaltuk.

2.4. Passziv immunizacid és challenge fert6zés

Az egerek aktiv immunizalasat kovetden keletkezett savokeverékeket hasznaltuk
passziv immunizaciohoz. NMRI egerek esetében allatonként 300 pl, Balb/c egerek
esetében 100-200 pl savot egészitettiink ki 500 pl-re, PBS-el, majd intraperitonedalis
injekcioval kezeletlen, recipiens egerekbe juttattuk. A savo transzfert kovetden 24 ora
mulva a recipiens egereket elaltattuk, a retroorbitalis plexusbol vért vettiink, majd
intranazalisan fert6ztiik 16 PR8-virussal. A recipiens egerekbdl szarmazé savok HAG-
titerét meghataroztuk, majd Osszehasonlitottuk a donor savok titerével. A fert6zést
kovetden az allatoknal 18 napon keresztiil naponta sulyt mértiink, klinikai allapotukat
pontszamokkal értékeltiik.

2.5. Hemagglutinacio gatlas, Neuraminidaz gatlas, Virus neutralizacio

Az egérsavokban a virus hemagglutinin ellen termelt antitestek mennyiségét a korabban
leirt standard HAG-modszerrel vizsgaltuk, csirke vOordsvérsejt szuszpenziot hasznalva.
A savok virus neuraminidaz gatlo titerét szintén mar leirt modszerrel hatdroztuk meg. A

savok virusneutralizacios vizsgéalatit MDCK-sejteket hasznalva végeztik 96 lyuku



sejttenyésztd lemezen lyukanként 100 TCIDsp mennyiségli virust hasznalva. A virusok
méréséhez, csirke vOrdsvérsejt szuszpenzidt hasznalva a standard heagglutinacios
vizsgalatot valasztottuk.

2.6. Virusmennyiség meghatarozasa fert6zott egerek tiidejében

Az aktiv immunizalasban részesitett egereknél csoportonként 3 egér tiidejét kivettiik a
fert6zést koveté 6. napon. A tiidok virus tartalmat feldolgozast kovetéen MDCK-sejt
monolayeren vizsgaltuk. 72 o6ras inkubaciot kovetden a sejttenyésztd lemezen a
citopatias elvaltozast mutatd lyukakat megszamoltuk, majd a virusmennyiséget és a
TCIDs értéket meghataroztuk. A virus titert TCIDsp/g tiido értékben fejeztiik ki.

2.7. Aramlési citometria

NMRI egereket haromszor oltottunk TIV+AI- vagy TIV+AIl+F-tartalmt vakcinaval,
illetve negativ kontrollként PBS-el. Az utolso oltast kdvetd 7. napon kivettiik az allatok
1épét, feldolgoztuk és a 1épsejt szuszpenziot 48 lyuku lemezre tettiink. Lyukanként
2x10° sejtet é16 HIN1 A/California/07/2009 szerti NYMC X-179A reasszortans torzzsel
(2 MOI) stimulaltuk 24 6ran keresztiil. A stimulalas utolso 12 orajara Brefeldin A-t
(Beckton Dickinson, USA) adtunk a rendszerhez, 1 pg/ml végkoncentracioban a fehérje
transzport gatlasa c€ljabol. A kiillonbozd sejtpopulacidk azonositasara fluorokrommal
jelolt monoklonalis ellenanyagokat hasznaltunk, melyek a kovetkezOk voltak: CD3-
FITC, CD4-PerCP, CD8-PE, IFNy-Alexa Fluor és Granzyme-B-eFluor (eBioscience,
USA). FACS Calibur (Beckton Dickinson, USA) késziilékkel 5000-10000 €16 sejtet
leszamolva CELLQuest pro software segitségével hatdroztuk meg a pozitiv sejtek
aranyat.

2.8. IFN-y- és granzyme-B-mRNS-kifejezddés mérése qRT-PCR-moddszerrel

Oltott (TIV+AI vagy TIV+AI+F vagy PBS) Balb/c egerekbol a harmadik oltas utan 14
nappal kivettik a lépet, majd az eléz6 fejezetben (2.7.) leirtak szerint a 1épsejt
szuszpenziot stimuldltuk, Brefeldin A nélkiil. A gRT-PCR kivitelezése a korabban
(1.4.3.) leirtak szerint tortént, kisebb modositasokkal. Az mRNS-ek atirasa cDNS
formaba RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, UK)
alkalmazasaval tortént. A PCR soran az IFN-y, granzyme-B, valamint a peptidylprolyl
isomerase (PPIA) haztartasi gén CDNS-ek adott szakaszat kodoldo nukleotid
szekvenciakat hasznaltuk. Az adott IFN-y- és granzyme-B-mRNS-kifejez6désének



emelkedését az immunizalt allatbol szdrmazdé mintakban a PBS-tartalmti vakcinaval
immunizalt allatbol szarmazo mintahoz képest adtuk meg.

2.9. Statisztikai elemzések

Minden statisztikai szamitast a Microsoft Excel 2007 rendszerrel végeztiink. A testsuly
¢s a klinikai pontszam esetében is az egyes megfigyelési napokon kapott értékekbdl
gorbe alatti teriiletet (AUC) szdmoltunk, majd a kapott AUC értékeket minden egyes
allatnal Osszegeztiik €s a statisztikai szamitasnal ezekkel az 6sszegzett AUC értékekkel
kalkulaltunk. A fert6zést kovetden elhullott allatoknal az utolsé értéket tovabb vittiik a
megfigyelési id6 végéig, igy szamolva ezekben az esetekben az Gsszegzett AUC-t. Az
eredmények kozotti eltérések, szignifikancidk szamolasahoz Mann-Whitney tesztet

hasznaltunk, a korrelacios koefficiens meghatarozasahoz Pearson tesztet.

Eredmények

1. VZV-vakcinacié immunoldgiai hatasa intradermalis alkalmazas esetén

1.1. VZV-DNS tartalom valtozasa tengerimalac bérbiopszia mintakban, az intradermalis
oltast kdvetden

Az i.d.-oltashoz hasznalt késziilék megbizhatosaganak megallapitasara tengerimalacok
két csoportjat oltottuk i.d.-an és vizsgaltuk a VZV-DNS bérben torténd
kimutathatdsagat az oltast kovetd kiilonbozé iddpontokban. Az egyik csoportot az €16
gyengitett, a masik csoportot az inaktivalt 399-PFU virust tartalmaz6é VZV-vakcinaval
oltottuk, majd bérbiopszia mintakat vettiink azonnal az oltas utan (0. nap), valamint a
2.,4.,7. és 14. napokon.

A kozvetleniil az oltas utan vett bérmintakban a VZV-DNS ¢és RNazP referencia gén
DNS-mennyisége hasonld volt, fiiggetleniil attol, hogy ¢él6-, vagy inaktivalt virussal
voltak-e oltva az allatok.

Az oltast kovetden minden valasztott idopontban 2-3 tengerimalac bdrmintajanak
feldolgozasa utan megallapitottuk, hogy a VZV-DNS tartalom idével csokkent a
mintakban. A 4. és 7. napon a VZV-DNS mennyisége magasabb volt az él6 virussal
oltott allatok mintdiban az inaktivalt virussal oltottakéhoz képest, azonban ez a
kiilonbség nem volt szignifikans (p>0,05).

1.2. IFN-y-, granzyme-B- ¢és perforin-mRNS-kifejez6dés valtozasa tengerimalac

1épsejtekben 399-PFU-dézisu €16 vagy inaktivalt VZV-tartalma oltdanyaggal tortént
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vakcindciot kovetden és az ismételt oltds hatasa 399-PFU-dozisu inaktivalt VZV-
vakcina esetében

IFN-y-, granzyme-B- ¢és perforin-mRNS-kifejez0dés szempontjabol nem talaltunk
kiilonbséget a 399-PFU-dozisu €16 vagy hasonlo dozisu inaktivalt vakcindk illetve i.d.-
vagy s.c.-oltasi modok kozott, azonban az inaktivalt vakcina ismételt i.d.-oltasa
szignifikansan (p=0,004) megemelte az IFN-y-mRNS-kifejez6dést az oltatlan allatok
eredményéhez képest. Granzyme-B ¢és perforin esetében az ismételt oltds sem emelte
meg szignifikdnsan az mRNS-kifejezOdést az oltatlan allatok eredményeivel
Osszehasonlitva.

1.3. IFN-y-, granzyme-B- és perforin-mRNS-kifejezddés valtozasa in vitro tengerimalac
Iépsejtekben 1995-PFU-dozist €16 vagy hovel inaktivalt VZV-virustartalm( vakcinaval
intradermalis vagy szubkutan modon tortént oltast kovetden

A 399-PFU-dozis alkalmazasatol eltéréen az 1995-PFU-dozisu vakcina hasznalata utan
az IFN-y-mRNS-kifejezddés minden oltott csoportban szignifikansan magasabb volt, az
oltatlan allatokhoz viszonyitva, azonban a szignifikancia foka erésebb volt az i.d.-
oltottaknal (p<0,005), mint az s.c.-oltottak (p<0,05) csoportjanal. Az ¢l6 vakcina
mindkét (i.d., s.c.) esetben magasabb IFN-y-valaszt eredményezett, mint az inaktivalt
vakcina, de ez a kiilonbség egyik esetben sem volt szignifikans. Fontos megfigyelés,
hogy az inaktivalt vakcinaval i.d.-mddon oltott allatoknal szignifikansan magasabb IFN-
v-mRNS-Kifejezdést értiink el, mint s.c.-iton oltottaknal (p=0,025).

A granzyme-B-mRNS-kifejezddés az oltatlan allatokndl kapott értékekhez képest csak
az i.d.-immunizalt allatoknal volt szignifikansan magasabb (p<0,005), a s.c.-oltott
tengerimalacok esetében nem. Hasonléan az IFN-y-eredményhez, az inaktivalt virus
tartalmu oltdanyag esetében a granzyme-B-mRNS-kifejezddés szignifikdnsan magasabb
volt az i.d.-vakcinacios utnal az s.c.-uthoz képest (p=0,004).

A perforin-mRNS-kifejez6dés csak az inaktivalt oltdanyaggal i.d.-mddon oltott
allatoknal volt szignifikansan magasabb (p<0,005), mint a nem immunizalt allatoknal.
1.4. IFN-y-fehérje koncentracié mérése in vitro stimulalt tengerimalac lépsejtekben,
1995-PFU-dozist ¢€l6 vagy hdvel inaktivalt VZV-vakcinaval intradermalis vagy
szubkutan modon tortént oltast kdvetden, korrelacio az IFN-y-mRNS-kifejezddés és

IFN-y-fehérje szint kozott
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Ahogy az mRNS-kifejez6dés esetében, tigy a fehérje termelddés is szignifikansan
magasabb volt minden oltott csoportban, az oltatlanhoz képest (p<0,05). A hdvel
inaktivalt i.d.-immunizalt csoportnal szignifikdnsan magasabb volt az IFN-y-mRNS-
kifejez6dés a s.c.-oltottakhoz képest, azonban fehérje esetében - bar szintén magasabb
értekeket kaptunk- a kiillonbség nem volt szignifikans. Az IFN-y-mRNS illetve fehérje
reaktiv allatokat d0sszehasonlitva, a korrelacios koefficiens értéke 0,88 volt.

1.5. VZV-glikoprotein-specifikus és virus-neutralizalé ellenanyag szint valtozasa, €16
vagy hoével inaktivalt VZV-vakcinaval intradermalis vagy szubkutdn moddon tortént
immunizalast kovetden

Az 1995-PFU-dézissal immunizalt allatok altal termelt VZV-glikoprotein-specifikus
ellenanyag titerek kozott nem volt szignifikans kiilonbség, még a legmagasabb értéket
elért ¢l6 vakcindval s.C.-immunizélt allatok eredményeihez viszonyitva sem. A hdvel
inaktivalt vakcina i.d.-oltva magasabb ellenanyagszintet eredményezett 399- és 1995-
PFU-dozis esetében is, mint s.c.-oltva, de ez a kiilonbség egyik dozis esetében sem
bizonyult szignifikdnsnak. Az 1995-PFU-dozist tartalmazo hével inaktivalt vakcina i.d.-
modon adva szignifikansan magasabb ellenanyagszintet eredményezett, mint ugyanezen
vakcina egyszeri (p<0,005) illetve kétszeri 399-PFU-dozisa (p<0,05). Kétszer i.d.-oltott
399-PFU-dozistt hével inaktivalt vakcina szignifikansan magasabb ellenanyag szintet
hozott 1étre az egyszeri oltashoz képest (p<0,005). Az 1995-PFU-do6zissal immunizalt
allatok altal termelt neutralizald ellenanyagok k6zo6tt — hasonléan a VZV-glikoprotein-
specifikus ellenanyagokhoz - nem volt szignifikans kiilonbség. A 399-PFU-dozissal
immunizalt allatoknal nem volt mérhetd neutralizalo ellenanyagszint, azonban ugyanez
a dozisu hdvel inaktivalt vakcina kétszer oltva mar 1:32-es titert eredményezett.

2. Influenza vakcinacié6 védéhatasa a hemagglutinin és neuraminidaz
szempontjabol heterolog virustorzzsel szemben

2.1. TIV+Al-vakcina (Fluval AB) véd6 hatasa NMRI egerekben, egérhez adaptalt PR8-
virus letalis dozisaval szemben

A PBS-el oltott allatok mind elpusztultak 10 napon beliil a PR8-fert6zést kovetéen. Az
Osszes tobbi allat, fiiggetleniill a vakcina Osszetételétdl, tulélte a fert6zést. Ezen
allatoknal az alacsony morbiditast jelzi, hogy a testsulyvaltozas 7%-on beliil volt,
szignifikans kiilonbség nélkiil (p>0,05), valamint a klinikai pontszamok nem

emelkedtek 0 folé a PR8-virustorzzsel tortént fertdozést kdovetden. Azonban mind a
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testsulyvaltozasnal, mind pedig a klinikai pontszdmok esetében szignifikans kiilonbség
volt a PBS- és a kiilonb6z6 vakcinakkal immunizalt allatok kozott (p<0,01).

A fertézést kdvetd 6. napon eltavolitott tiidoé mintdkban a PR8 tartalmt vakcinakkal
immunizalt egerek esetében nem volt detektalhato fert6z6 virus. A TIV-, TIV+AI- és
TIV+AI+F-immunizalt egerek tiidejében hasonld volt a fert6z6 virus partikulak
mennyisége, statisztikai kiilonbség nélkiil (p>0,05). A PBS-el oltott egerek tiidejében ez
az ¢érték szignifikdnsan magasabb volt a kiilonb6zé TIV-tartalmi vakcinakkal
immmunizalt allatok eredményeihez viszonyitva (p<0,05).

2.2. TIV+AI- (Fluval AB) vakcinaval oltott egerek savojanak védéhatasa a PR8-virus
letalis dozisaval tortént fertézéssel szemben

Aktiv immunizalasban részesiilt NMRI és Balb/c egerek savéit oltottuk i.p.-moédon
NMRI (300 ul savd/egér) és Balb/c (100 — 200 pl savd/egér) naiv recipiens (r)
egerekbe, majd fert6ztiik az allatokat a PR8 torzs letalis dozisaval.

A letalis dozistt PR8-virussal tortént fertézés utdn 100%-ban életben maradtak az
()PR8, (r)PR8+AI, (r)TIV+AI+F (p<0,01), 80%-ban az (r)TIV+Al (p<0,05) és 20%-
ban az (r)TIV (p=0,174) NMRI egerek. Az (r)PBS NMRI egerek mind elpusztultak. Az
(r)TIV egereknél a tulélés szignifikansan alacsonyabb volt, mint az (r)TIV+AI
(p=0,047) egereknél. A Balb/c csoportban 100%-ban tulélték a PRS8-fertézést a 100
vagy 200 pl savot kapott (r)TIV+AI+F és a 200 pl savot kapott (r)TIV+AL egerek. A
100 pl savot kapott (r)TIV+AL Balb/c egerek esetében ez a védelem csak 50%-0s volt
(p=0,021), az (r)PBS egerekhez viszonyitva (p<0,01). A 100 vagy 200 pnl savot kapott
(r)TIV+ALl Balb/c egerek kozott a tulélés szignifikansan kiilonbozott (p=0,025).

A betegség stulyossagat jelzo testsuly csokkenés szignifikdnsan alacsonyabb volt az
(NPRS, (NPR8+AI, (NTIV+AI+F (p=0,009), valamint az (r)TIV+AIl (p=0,028) NMRI
egereknél, az (r)PBS egerekhez viszonyitva. Az (r)TIV allatok esetében a
testsulycsokkenés megkozelitette az (r)PBS egerekét (p=0,117), valamint szignifikansan
stilyosabb volt, mint az (r)TIV+Al egereknél mért értékek (p=0,047).

A Balb/c egereknél mért testsuly csokkenés a 100 vagy 200 pl savéval oltott
(r)TIV+AI+F, valamint a 200 pl savoval oltott (r)TIV+AIL egereknél szignifikdnsan
kisebb volt, mint az (r)PBS egerek testsulycsokkenése (p=0,0017). Hasonldan a talélési
eredményekhez, a 100 pl savoval oltott (r)TIV+AI Balb/c egerek esetében a testsuly
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csokkenés is megkozelitette az (r)PBS egereknél mérteket és szignifikdnsan magasabb
volt, mint a 200 pl savéval oltott (r)TIV+AL egerek esetében (p=0,035).

A Kklinikai pontszamok a 0- vagy 100 %-os védettséget elért NMRI és Balb/c egereknél
klinikai pontszamok tekintetében is szignifikans a kiilonbség az (r)TIV és (r)TIV+AI
csoportok kozott (p=0,028) NMRI egerek esetében. A 200 ul savoval oltott (r)TIV+AL
Balb/c egereknél a pontszdmok median értéke a 10. nap utan 0-ra csokkent, azonban a
100 ul savoval oltott (r)TIV+AI Balb/c egereknél ez az érték a megfigyelési periodus
végéig 2 maradt, széles interkvartilis tartomannyal. Ez a csoporton beliili nagy eltérés
jelzi, hogy a 100 ul savoval oltott (r)TIV+AI Balb/c egereknél nagyobb szamu allat érte
el a magas klinikai pontszdmot.

2.3. A hemagglutinici6 gétld-, neuraminiddz gatlo- és virusneutralizalo-aktivitastol
fiiggetlen savé komponensek védo hatdsa

A passziv immunizacios kisérlet sordn tapasztalt védohatds mechanizmusanak
vizsgalata céljabol, a transzferhez hasznalt savokat megvizsgaltuk HAG-, NAG- és VN-
tesztekkel. Nem talaltunk keresztreakciot az A/PR/8/34 (HIN1) ¢és az
A/California/7/2009 (HIN1) szeri reasszortans influenzavirustorzsek kozott HAG-
teszttel, de ugyanerre az eredményre jutottunk NAG- és VN-tesztekkel is.

24 oraval a savo transzfer utan a recipiens egerektdl vett mintdkban is megmértik a
HAG ellenanyag szintet. Az NMRI recipiens egerekben 16-21x, a Balb/c recipiens
egerekben 8-32x alacsonyabb volt a HAG-titer, mint a donor sav6 keverékben. Azokban
a recipiens egerekben, ahol magas volt az A/California reasszortans vakcina torzs elleni
HAG ellenanyag szint (egyedi NMRI recipiens egerek geometriai atlag titere: 126-253;
Balb/c recipiens egerek savo pool titere: 160-320), ott az egerek 80-100%-a tulélte a
fertézést, annak ellenére, hogy a PRS8-torzs elleni HAG-ellenanyag nem volt
kimutathat6 az egerekben. A recipiens NMRI és Balb/c egerek eredményeit egyiittesen
vizsgalva, a korrelacidos koefficiens a védettség ¢és HAG-titer esetében 0,77,
testsulycsokkenés és HAG-titer esetében pedig 0,71. Ez a pozitiv korrelacio azt sugallja,
hogy a homolédg torzs elleni magas HAG-titer bizonyos foku védelmet jelez egy
heterolog virussal torténd fertézés esetén, de a HAG-ellenanyagok nem jatszanak

szerepet a virus elleni védekezésben.
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2.4. IFN-y és granzyme-B termelddés mérése aramlasi citometrids modszerrel, TIV+AI-
(Fluval AB), valamint kontrollként TIV+AI+F- vagy PBS-tartalmi vakcinaval
immunizalt NMRI egerek in vitro stimulalt 1épsejtjeiben

A TIV+Al-immunizacié szignifikansan megemelte (p<0,05) az IFN-y-termel6 sejtek
szazalékat a CD3'/CD4"-, CD3'/CD8"- és CD3/CD8"-populaciokban, valamint a
granzyme-B-termelé sejtek szazalékat a CD3*/CD4"-populicioban, a PBS-el
immunizalt egerek mintdihoz képest. A TIV+AI+F-immunizéalt egereknél minden
sejtpopulacioban szignifikansan magasabb volt (p<0,005) az IFN-y illetve granzyme-B
termel0 sejtek szazaléka a PBS-el immunizalt egerek mintaihoz képest.

2.5. IFN-y- és granzyme-B-mRNS-kifejez6dés mérése qRT-PCR-modszerrel, TIV+AI-
(Fluval AB), valamint kontrollként TIV+AI+F- vagy PBS-tartalma vakcinaval
immunizalt Balb/c egerek in vitro stimulalt 1épsejtjeiben

Az IFN-y- ¢és granzyme-B-mRNS-kifejez6dés is szignifikdnsan megemelkedett a
TIV+AI- és a kontrollként hasznalt TIV+AI+F-immunizalt egerek Iépsejtjeiben is
(p<0,05). Szignifikans kiilonbség a TIV+AI- és a TIV+AI+F-eredmények kozott sem az

IFN-y sem a granzyme-B esetében nem volt (p>0,05).

Kovetkeztetések

1. Alacsony dozisu (399-PFU) inaktivalt VZV-vakcina i.d.-oltasaval erdsebb sejtes

¢és humoralis immunvalasz érhet6 el tengeri malacban, mint s.c.-oltassal, de a
kiilonbség nem szignifikans.
Teljes dozist (1995-PFU) inaktivalt VZV-vakcina i.d.-oltasaval szignifikansan
jobb sejtes immunvalasz valasz érhetd el tengeri malacban, mint s.c.-oltassal. A
humorélis immunvalasz is erésebb az i.d.-oltas esetében, de a kiilonbség itt nem
szignifikans.

2. A Fluval AB-vakcina alkalmazasat kovetden egérben az influenza megbetegedés
elleni humoralis védelem elérhetd az elsddleges fontossdgunak tartott virus
epitopok elleni antitestek (HAG, NAG, VN) hidnyéaban is, azonban a protektiv
ellenanyag szint eléréséhez sziikséges az aluminium adjuvans jelenléte a
vakcinaban.

3. A Fluval AB-vakcina virusspecifikus sejtes immunvalaszt is Kivalt.

15



Sajat kozlemények bibliografiai adatai

Az értekezésben felhasznalt kézlemények

Sarkadi J, Jankovics M, Fodor K, Kis Z, Takacs, Visontai I, Jankovics I, Gonczol E.
(2015). High-level cellular and humoral immune responss in guinea pigs immunized
intradermally with a heat-inactivated varicella-zoster virus vaccine. Clin Vaccine
Immunol 22:570-577. IF.: 2.3

Sarkadi J, Kuti D, Jankovics M, Pallinger E, Fodor K, Kis Z, Gonczol E, Visontai I,
Jankovics 1. (2017). Protection by humoral elements independent of virus neutralization
activity against an influenza virus challenge. New Microbiologica

Kozlésre elfogadva. IF.: 1.629

Egyéb kozlemények az értekezés targykorében

Sarkadi J, Jankovics M, Kis Z, Skare J, Fodor K, Gonczol E, Visontai I, Vajo Z,
Jankovics 1. (2013). Protection of Chinese painted quails (Coturnix chinensis) against a
highly pathogenic H5N1 avian influenza virus strain after vaccination. Arch
Virol. 158(12):2577-81. IF.: 2.282

Sarkadi J. (2013). Varicella-zoster virus vaccine, successes and difficulties. Acta
Microbiologica et Immunologica Hungarica, 60 (4), pp. 379-396. IF.: 0.78

van Els C, Mjaaland S, Ness L, Sarkadi J, Gonczol E, Smith Korsholm K, Hansen J, de
Jonge J, Kersten G, Warner J, Semper A, Kruiswijk C, Oftung F. (2014). Fast vaccine
design and development based on correlates of protection (COPs). Human Vaccines &
Immunotherapeutics 10:1935-1948. IF.: 2.131

Kozlemények az értekezés targykorén kiviil

Roékusz Laszlo, Jankovics Istvan, Jankovics Maté, Sarkadi Julia, Visontai Ildiko.

(2013). Miért aktualis 2013-ban a Severe Acute Respiratory Coronavirus fertézés 2005-
ben Magyarorszagon igazolt esete? Orvosi hetilap 154. évfolyam, 47. szam, 1877-1882.

16



